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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zum Nachweis der Expression von CD95 Ligand in Zellen 

(§7) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur quan- 
titativen Bestimmung von CD95-Ligand, umfassend die 
folgenden Verfahrensschritte: 

(a) Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 

(b) Umschreibung der Gesamt-RNA von (a) in cDNA durch 
reverse Transkription, und 

(c) Amplification der cDNA von (b) und eines CD95-Ligand- 
Kompetitor-Fragments durch CD95-Ligand spezifische Pri- 
mer in einer PCR-Reaktion. 

Das Verfahren eignet sich zur Bestimmung des AusmaSes 
und/oder Verlaufs von Apoptose. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis der Expression von CD95-Ligand hi ZeHen^ 

Apoptose ist die B zeichnung fur den prograramierten Zelltod. Dieser findet sich z. B. bei der Organentwick- 
5 lung und Metamorphose, der Gewebeatrophie und Tumorregression. Apoptose ist mit einer ^Condensation des 
Cytoplasmas, einem Verlust von Plasmamerabranvilli, einer Segmentation des Kerns und extensivem Abbau 
chromosomaler DNA verbunden. Es hat sich gezeigt, daB Storungen der Apoptose bei verschiedenen Erkran- 
kungen, wie AIDS, Autoimmunerkrankungen, Tumoren und Leukamien, auftreten. Bei AIDS scheint eine 
gesteigerte Apoptose fQr die starke Abnahme der CD4-T Zellen verantwortlich zu sein. 
io In aktivierten T-Zeilen wie auch in anderen Zellen, findet sich ein mit CD95 bzw. APO-1 bezeichnetes 
Zelloberflachenprotein. An dieses Zeiloberflachenprotein kann ein mit CD95-Ligand bzw. APOl-Ligand be- 
zeichnetes losliches oder Membrangebundenes Protein binden und die Induktion von Apoptose auslosen. 

Das AusmaB und der Verlauf von Apoptose sowie die diese verursachenden Molekule konnen bisher nicht 
bestimmt werden. Dies ware aber notwendig, um z. B. Verlaufskontrollen und geeignete TherapiemaBnahmen 
is bei Patienten mit den zuvor genannten Erkrankungen durchfuhren zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzusteUen, mit dem das AusmaB 
bzw. der Verlauf von Apoptose bestimmt werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen erreicht 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren, mit dem CD95-Ligand, nachstehend mit 
20 CD95-L bezeichnet, in Zellen quantitativ bestimmt werden kann. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis der Anmelderin, daB Apoptose in T-Zellen durch eine 
erhohte Menge von CD95-L versucht wird Ferner fand die Anmelderin heraus, daB die Apoptoserate von der 
CD95-L Menge bestimmt wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist eine quantitative "Polymerase Chain Reaction" (PCR), mit der die Menge 
25 von CD95-L in Zellen verlaBlich bestimmt werden kann. Ira erfindungsgemaBen Verfahren wird die in der Zelle 
vorhandene Menge von CD95-L mRNA durch eine RT- PCR-Reaktion bestimmt Bei der quantitativen PCR fQr 
CD95-L wird die Menge von CD95-L cDNA durch Zugabe eines CD95-L spezifischen DNA-Koropetitor- Frag- 
ments m die PCR-Reaktion titriert Diesem Schritt voraus geht die vollstandige reverse Transkription einer 
defimerten Menge Gesamt-RNA in cDNA. Das Koropeti tor- Fragment unterscheidet sich von der "Wildtyp* 
30 cDNA von CD95-L durch zusatzliche Basenpaare in der Mitte der Nukleotidsequenz, besitzt jedoch identische 
flankierende Sequenzen. Deshalb werden Wildtyp- und Kompetitor-Fragment von der gleichen Prime r-Kombi- 
nation erkannt und konnen zusammen in einer PCR vervielfaltigt werden. Bedingt durch die identischen 
Pnmer-Bindungsstellen und die ahnlichen Nukleotidsequenzen unterliegen beide Fragmente der gleichen Am- 
phfikationsrate. Der geringe GroBenunterschied erlaubt jedoch die Auftrennung beider DNA-Spezies durch 
55 Gelektrophorese nach der PCR Die Intensitaten der DNA-Banden auf dem Agarosegel reflektieren die ur- 
sprfinghchen Mengen der cDNA, die in die PCR eingesetzt wurden. Wenn die Auspragung der CD95-L und der 
Kompetitor-DNA-Bande auf dem Gel identisch ist, kann geschlossen werden, daB von Kompetitor und CD95-L 
die gleichen Ausgangskonzentrationen vorlagen. Die Menge der auf diese Weise titrierten CD95-L cDNA 
spiegelt die Menge der CD95-L mRNA in der Gesamt-RNA wieder, da die reverse Transkription vollstandig 
40 verlauft Das Schema der quantitativen PCR-Reaktion ist in Fig. 1 gezeigt 

Der quantitativen PCR liegt folgendes Reaktionsprinzip zugrunde. Zur Quantifizierung der CD95-L-Expres- 
sionsrate wird cDNA einer bestimmten Menge revers trans kribierter Gesamt-RNA in PCR-GefaBe pipettiert 
Jeder Probe mit Ausnahme der NegativkontroUe (-) wird Kompetitor-Fragment in unterschiedlicher Verdun- 
nung, z. B. von 5 bis 10000 fg, zugefugt Nach der PCR-Reaktion werden die amplifizierten DNA-Fragraente mit 
45 Ethidiurabromid behandelt und auf einem Agarosegel aufgetrennt Die DNA wird durch Bestrahlen des Gels mit 
UV-Licht sichtbar gemacht Es wird der Titrationspunkt (in Fig. 1 mit einem Pfeil gekennzeichnet) bestimmt, zu 
dem sowohi die Bande der CD95-L DNA als auch die Bande der Kompetitor-DNA gleiche Intensitaten 
aufweisen. Ein gleiches Verhaltnis beider Banden zeigt an, daB von der zu bestimmenden DNA und von der 
Kompetitor-DNA gleiche Mengen amplifiziert worden sind. Demzufolge ist die durch den Titrationspunkt 
so bestimmte Menge an CD95-L cDNA (gleichzusetzen mit der Menge an mRNA) in der eingesetzten Menge 
Gesamt-RNA vorhanden gewesen. 

Die fur die PCR synthetisierten Primer basieren vorzugsweise auf der veroffentlichten Sequenz von CD95-L 
(vgL Takahashi T. et al v Int ImmunoL 6, (1984), 1547—1567). Die Durchfuhrung der PCR erfolgt unter dem 
Fachmann bekannten Bedingungen. 
55 Zur Amplifikation des CD95-L Fragmentes (ca. 500 bp) wie auch des Kompetitor-Fragments (ca- 550 bp) 
konnen beispielsweise die folgenden Primer verwendet werden: 



L^p 5'-ATGTTTCAGCTCTTCCACCTACAGA-3 r (25 mer, bindet an 

60 

die Nukleotide 301 bis 325 der CD95-L Sequenz) 
Ldown 5'-CCAGAGAGAGCTCAGATACGTTGAC-3'(25 mer, bindet an 

65 die Nukeotide 775 bis 799 der CD95-L Sequenz) 



Ferner konnen zur Herstellung des Kompetitor-Fragments (550 bp) z. B. folgende Primer verwendet werden: 
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Lupov 5'-GGATCCGTACTACAGTG AAATTATGG AAGGGTATCC 
GAGTTCAGGAATTCCAGAGGCATGGACCTTGAGTTGGACTTGCC-3' 
(80-mer, bfndet an die Nukleotide 451 bis 480) 



Ldwov 5'-CCTTCCATAATTTCACTGTAGTACGGATCCGAATGGGAAGACA 
CCTATGGAATTGTCC-3' 

(58 mer, bindet an die Nukleotide 481 bis 508} 



Das rautierte CD95-L Fragment, das in der PCR als ICompetitor- Fragment eingesetzt wird, wird durch 
Mutagenese hergestellt, vorzugsweise PCR-Mutagenese. Bei der PCR-Mutagenese dient als Matrize CD95-L 
cDNA, die z. B. der T-Zell-Linie CEM-S entstammt Zwei Teile des L up /Ldown PCR-Fragments werden ampiifi- 
ziert, indem in einer PCR das Primerpaar L up /L U pOV (ergibt ein Fragment, das 230 bp lang ist) und in einer 
zweiten PCR das Primerpaar Ldown/liownOV (ergibt ein Fragment, das 349 bp lang ist) verwendet wird. Der 
Primer Lu P ov enthalt eine 50 bp lange (iberhangende Sequenz, die zu einer 30 bp langen uberhangenden 
Sequenz des Primers Ldownov komplementar ist Nach Aufreinigung werden die beiden Fragmente uber ihre 
komplementaren Regionen hybridisiert und als Matrize fur eine erneute PCR-Amplifikation rait den Primern 
L U p/Ldown verwendet Das Ergebnis ist ein mutiertes Fragment von CD95-L, das zusatzlich 50 Basen in der Mitte 
der Nukleotidsequenz enthalt Das Schema der Herstellung des Kompetitor-Fragments ist in Fig. 2 gezeigt 

Das erfindungsgemaBe Verfahren auf der Basis einer Kompetition zwischen einem Mutantenfragment-und 
einem Wildtypfragment ermoglicht die exakte Bestimmung des intrazellularen Levels von CD95-L in kleinen 
Probenmengen(l bis 5 x 10 6 Zellen). 

Da die CD95/CD95-L vermittelte Apoptose offensichtiich an einer T-Zelldepletion bei einer AIDS-Erkran- 
kung beteiligt ist, kann die quantitative Bestimmung der Expression von CD95-L zur Verlaufskontrolle und als 
Indikator fur therapeutische Interventionen bei AIDS-Patienten herangezogen werden. Ferner eignet sich das 
erfindungsgemaBe Verfahren in vitro zum "Drug-Screening" fur potentielle Medikamente, die virusinduzierte, 
CD95-vermittelte Apoptose in T-Zellen blockieren konnen. In gleicher Weise kann bei Erkrankungen mit 
verminderter Apoptose (z. B. Leukamien) oder gesteigerter CD95-vermittelter Apoptose die quantitative Be- 
stimmung der CD95-Liganden in Zellen zur Kxankheitsdefinition, Verlaufskontrolle und zur pharmakologischen 
Beeinflussung der Ligandenexpression im "Drug Screening" eingesetzt werden. Als unmittelbares Anwendungs- 
gebiet ergibt sich z. B. die Analyse der Wirkung von Medikamenten, wie Azothioprirt, Cyclosporin A, Cyclo- 
phosphamide Cortison und Methotrexate die derzeit zur immunsuppressiven Behandlung von Autoimmunerkran- 
kungen und TrarisplantatabstoBung eingesetzt werden. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 zeigt ein Schema der erfindungsgemaBen, quantitativen PCR fur CD95-L 

Fig. 2 zeigt ein Schema der Herstellung eines Kompetitor DNA-Fragments von CD95-L. 

(A) Das Wildtyp-Fragment und seine spezifischen Primer fur die PCR-Amplifikation, Lup und Ldown, sind 
dargestellt 

(B) Fur die 1. PCR werden L up und L up ov benutzt L up ov bindet in der Mitte der Sequenz und enthalt eine 50 
bp lange Qberhangende Sequenz am 5'-Ende. 

(C) Fur die zweite PCR werden Ldown und LdownOV verwendet Die letzten 30 bp am 5'-Ende von Ld own ov 
sind uberhangend und komplementar zu den letzten 30 bp am 5'-Ende von L up ov. Die komplementaren 
Regionen sind burstenartiggezeichnet 

(D) zeigt die PCR-Produkte aus der ersten und zweiten PCR, ein 349 und 230 bp langes Stuck DNA. Nach 
Aufreinigung werden beide Fragmente uber ihre komplementaren Regionen miteinander hybridisiert 

(E) Die in (D) hybridisierten Fragmente werden als Matrize fur eine dritte PCR-Reaktion verwendet, bei der 
wieder L up und Ldown als Primer benutzt werdea 

(F) Das Resultat ist ein mutiertes Fragment von CD95-L, das ein 50 bp langes Insert in der Mitte der 
Sequenz tragt 

Fig. 3 zeigt eine konstitutive und induzierte Expression von CD95-L mRNA in lymphoiden Zellen 
Die vorliegende Erfindung wird durch das folgende Beispiel erlautert: 

Beispiel 

Bestimmung von CD95-L in lymphoiden Zellen 
Die lymphoiden T-Zellen J16 und CEM-S wurden jeweils in ublichem Medium kultiviert bzw. mit PMA 
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(5 ng/ml) und Ionomycin (2 n/mi) fur 4 bzw. 24 Stunden behandeit Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA nach der 
Methode von Chomczynski, P. und Sacchi, N, AnaL BiochenL, 162, (1987), 156— 159 gewonnen und mit Hilfe von 
AMV-Reverser Transkriptase (Amersham, Braunschweig) und Oligo-dTl 6 Primern (Promega, Heidelberg) in 
cDNA umgeschrieben. Eine 20 \i\ Reaktion enthielt lx AMV-Puffer (50 mM Tris-HO, pH 83; 8 mM MgCl 2 ; 50 
mM NaCl; 1 mM DTT), 250 nM eines jeden dNTP (Pharmacia, Freiburg), 0,5 uM Oligo-dTie; 0,6 U/uJ RNase-In- 
hibitor (Amersham, Braunschweig); 0,75 U/\il AMV-reverse Transkriptase; 50 ng/ui Gesamt-RNA (vor Zugabe 
5 Minuten bei 65° C denaturiert). Die reverse Transkription wurde fur 45 Minuten bei 42° C durchgefuhrt und die 
Reaktion wurde anschlieBend durch Erhitzen fur 5 Minuten auf 94° C beendet Da alle Reagenzien im OberschuB 
vorhanden waren, kann davon ausgegangen werden, daB die eingesetzte RNA vollstandig zu cDNA umgeschrie- 
ben worden ist 

Zur Quantiflzierung der CD95-L Expressionsrate wurde cDNA von je 250 ng revers trans kribierter Gesamt- 
RNA in PCR-GefaBe pipettiert Jeder Probe mit Ausnahme der Negativkontrolle (— ) wurde Kompetitor- Frag- 
ment, wie vorstehend beschrieben, in unterschiedlicher Verdunnung von 10 bis 10000 fg zugegeben. Das 
Reaktionsgemisch umfaBte: 50 jil, enthaltend cDNA (= 250 ng revers transkribierte Gesamt-RNA), lx PCR- 
Puffer(10 mM Tris-HCl, pH 83; 50 mM KCI, 0,08% NP40), 1 mM MgCI* 200 \iM dNTPs, 0,5 pM Primer und 1,12 
U/GefaB Taq-Polymerase (MBI/Fermentas). Die Amplifikation wurde in einem Robozykler (Stratagene) oder 
einem Biozym-Thermozykler unter Verwendung der Lup- und Ldown- Primer, wie vorstehend beschrieben, durch- 
gefuhrt Die Reaktionsbedingungen waren 35 Sek. bei 94° C, 90 Sek. bei 56° C und 120 Sek. bei 72° C uber 36 
Zyklea 20 ul der PCR-Reaktion wurden durch Elektrophorese auf einem 2% Agarose-Gei aufgetrennt und nach 
Ethidiumbromidanfarbung durch UV-Licht sichtbar gemacht Auf dem Gel wurde der Punkt bestimmt, an dem 
sowohl die Baiide der CD95-L DNA als auch die Bande der Kompetitor DNA gleiche Intensitaten aufwiesen. 
Das Gel ist in Fig. 3 gezeigt Gleiche Bandenintensitaten, welche identische Mengen Wildtyp- und Kompetitor- 
fragment anzeigen, sind durch Pfeile gekennzeichnet. 

Es zeigte sich, daB unbehandelte J16 Zellen 10 fg CD95-L mRNA/250ng Gesamt-RNA und unbehandelte 
CEM-S Zellen 50 fg CD95-L mRNA/250 ng Gesamt-RNA exprimierten. Eine PMA/lonomycin-Behandlung 
steigerte die Expression von CD95-L mRNA auf 1000 fg/250 ng Gesamt-RNA bei }16-Zellen und auf 5000 
fg/250 ng Gesamt-RNA in CEM-S Zellen (vgL TabeUe 1). 

Vorstehende Daten zeigen, daB mit dem erfindungsgemaBen Verfahren CD95-L quantitativ bestimmt werden 
kann. Damit kann das AusmaB und/oder der Verlauf von Apoptose, insbesondere bei Erkrankungen, wie AIDS, 
bestimmt werden. 
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TABELLE 1 

EXPRESSION VON CD95-L mRNA (fg/250 ng GESAMT-RNA) IN LYMPHOIDEN ZELL-LINIEN 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von CD95-Ligand, umfassend die folgenden Verfahrensschritte: 
55 (a) Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 

(b) Umschreibung der Gesamt-RNA von (a) in cDNA durch reverse Transkription, und 

(c) Amplification der cDNA von (b) und eines CD95-Ligand-FCorapetitor-Fragments durch CD95-U- 
gand spezif ische Primer in einer PCR-Reaktion. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die CD95-Ligand spezifischen Primer die 
6o folgende Sequenz haben: 



5'-ATGTTTCAGCTCTTCCACCTACAGA-3' 
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5'-CCAGAGAGAGCTCAGATACGTTGAC-3' 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen von einer etablierten Zellinie 
oder einem Patienten stammen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen tymphoide T-Zellen sind. 

5 Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur Bestimmung des AusmaBes und/oder Verlaufs von 
Apoptose. 

6. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 5, wobei die Bestimmung bei Zellen eines AIDS- Patienten 
erfolgt 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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